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ME HARKER ATT B12 RDA BAMRREKAF LK 《EGFR》 在 省 种 组 识 中 的 
分 布 。 结 果 表 明 ， 特 异性 荧光 出 现在 EGFR 阳性 细胞 的 细胞 脸 上 。 第 14.5 RAPA ERNE 
的 EGFR 特异 性 交 光 ， 此 后 获 光 稍为 威 弱 ， 直 至 第 19 天 后 消失 。 消 尼 系 统 中 ， 香 味觉 上 皮 在 第 16 天 、 胃 灶 
膜 上 皮 在 第 17 一 18 天 间 、 十 二 指 肠 上 皮 在 第 17.5 一 138.6 天 、 直 肠 粘 上 膜 上 皮 在 第 16.6-~16 天 和 有 开 管 烙 膜 上 皮 
在 第 15 天 均 姐 示 强 特异 性 获 光 。 肝 细 肥 从 第 14.6 尖 起 有 习 阳 性 反应 。 随 胸部 增 类 强度 押 悍 地 增强 。 此 外 ， 
在 胚胎 发 育 不 同时 期 ， 还 看 到 洲 干 组 织 星 现 阳性 反应 ， 包 括 膀胱 粘 奔 变 移 上 皮 、 眼 险 原 基 、 REKLE. 
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19594 Cohen HEDRA PPR PAT AERA (epidermal growth 
factor, EGF), EGF 54W #me—tHEGFS& (epidermal growth factor receptor, 
EGFR》 相 结合 ， 能 导 到 ?多 种 上 皮 细 胞 和 间 质 型 细胞 的 增殖 和 分 化 。 

HE, ANA :5 标记 的 EGF 受 体 结合 试验 和 放射 自 显影 术 分 别 对 小 女 胚 胎 的 肝 、 
AEROS, ABD. 结肠 或 它们 的 细胞 膜 提 取 物 进行 EGFR 的 定位 、 定量 及 其 
与 EGF 结 合 亲 和 力 的 研究 。 第 12 天 至 出 生 期 鼠 胚 的 大 其 和 肝 都 存在 尼 GCFR， 而 且 受 体 的 
数目 不 断 增 加 ， 但 下 GFR 的 亲和力 保持 不 变 (Adamson 等 ，1984) 。 出 生 后 的 鼠 脑 中 ， 
EGFR 的 免疫 染色 活性 出 现在 星 形 胶 质 细胞 、 小 脑 浦 肯 野 氏 细胞 、 大 脑 皮 层 第 请 和 第 Y 
层 的 篮 细胞 部 位 (Gomez-Pinilla 等 ，1988)。 未 成 熟 小 咎 子宫 的 上 皮 细 胞 、 基 质 和 子 官 
肌 层 的 细胞 膜 上 都 有 特异 性 EGFR 活 性 (Lin，1988) '。 Werner 等 用 PAP 法 染色 ， 发 现 
人 大 脑 皮层 的 锥 体 细胞 ， 海 马 的 锥 体 细胞 、 浦 肯 野 氏 细 胞 、 前 角 细 胞 和 萌 根 神经 节 的 神 
经 元 等 许多 类 型 的 神经 细胞 也 有 EGER 活性 。 Adamson 等 还 发 现 太 多数 组织 在 第 14 天 
左右 存在 最 高 量 的 EGFR， 其 含量 在 各 组 织 中 有 差异 。 但 迄今 ， 对 个 体 发 育 过 程 中 ， 
EGFR 在 各 种 组 织 中 的 出 现 、 消 退 和 和 与 形态 发 生 及 组 织 功能 分 化 间 关 系 的 研究 其 少 。 本 
文 用 抗 人 EGFR 单 克隆 抗体 和 间接 免疫 荧光 法 ， 对 小 刀 胚 胎 第 12 一 19 天 发 育 期 间 各 器 官 
和 和 组织 中 EGFR 的 分 布 及 其 与 组 织 分 化 间 的 关系 进行 了 分 析 。 


本 文 1991 年 2 月 8 日 收 到 ， 同 年 12 月 日 7 了 履 回 。 
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材 料 和 方法 


1. 动 物 与 试剂 ”用 性 成 熟 的 尾 明 品系 小 鼠 交 配 。 每 天 早 县 检查 ， 如 有 阴 栓 存在 ， 表 
明 交 配 成 功 ， 此 后 24 小 时 内 算 胚 胎 第 天， 以 此 类 推出 胚胎 天 数 。 

分 泌 抗 人 EGFR 单 克隆 抗体 CADO HoA 交 瘤 株 引 自 英国 帝国 痛 症 基金 会 蛋白 质 
化 学 实验 室 。FITC 标 记 羊 抗 小 鼠 IgG 是 中 科 院 上 海 细胞 所 产品 。 

2. 取 材 与 切片 ” ”将 已 知 怀 孕 天 数 的 小 鼠 断 颈 杀 死 〈 每 隔 12 或 24 小 时 ) , ABH 
鼠 胚 ， 生 理 盐 水 洗 谋 ， 在 冰冻 切片 机 上 (Reichert-Jung 2700%@) VIR 8um 厚 的 连续 纵 
切片 ， 巾 在 载 孩 片上 的 切片 经 浴 风 吹 干 ， 立 即 染 色 或 在 4°C 冰 箱 中 保存 1 周 备用 。 

3. ESBS 。 ”采用 间接 免疫 荧光 法 ， 先 在 切片 上 渍 加 以 磷酸 盐 缓冲 液 生理 盐 
水 (pH7.2, 0.01mol/L, PBS) 稀释 10 倍 的 正常 羊 血清 ， 室 温 钱 育 1 小 时 以 封闭 非特 
BER MRE, MEAR, CEM LN 1 ; 10 释 稀 的 拉 人 EGFR 单 抗 ， 室 温 艇 膏 1 
一 1.5 小 时 ，PBS 洗涤 3 一 4 次， 每 次 5 一 10 分 钟 。 JAR FITC 标记 羊 抗 鼠 IgG 抗体 
(0.1mg/ml》 室 温 避 光 作 用 1 小 时 ，PBS 洗涤 3 次 ， 每 次 5 一 10 分 钟 。 甘 油 -PBS 混合 
液 《9 : 1pH7.8) HH, Opton 荣光 显微镜 观察 ， 照相 所 录 。 

4. 对 大 组 试验 ”与 实验 组 相 邻 的 切片 用 作对 照片 ， 以 正常 小 鼠 血 清 或 PBS RBG 
人 EGFR 单 抗 进行 反应 ， 其 余 步 又 同 实验 组 。 

具 反 应 为 阳性 的 切片 及 其 相应 的 对 照 组 切片 作 HH, 玉 染色， 以 观察 EGFR 免疫 染色 
细胞 在 组 织 中 的 分 布 位 置 。 


结 果 


免疫 荧光 法 染色 显示 EGFR 位 于 胚胎 某 些 组 织 上 皮 细 胞 的 细胞 膜 和 成 纤维 细胞 的 
细胞 膜 上 ， 细 胞 膜 具 明亮 的 绿色 荧光 ， 细 胞 质 和 细胞 核 不 着 色 〈 图 版 I 1) . HRA 
切片 呈 阴 性 反应 〈 图 版 I1，9) 。 表 1 示 第 12 一 19 天 EGFR 在 小 雇 胚胎 多 种 组 织 中 的 
分 布 。 

结果 表明 ， 第 :12 一 14 RRR RGR EGFR 阳性 细胞 。 在 第 14.5 天 ， 鼻 粘膜 
上 皮 细 胞 即 显 示 有 强 阳性 反应 ， 此 时 晨 复 层 鲍 状 上 皮 (ERI: 2 、3) 。 此 后 ， 上 皮 
细胞 层 数 乏 渐 减 少 ， 嗅 部 和 呼吸 部 的 上 皮 发 育 分 化 为 假 复 层 柱状 上 皮 ， 阳 性 反应 也 稍为 
减弱 ， 但 一 直 持 续 到 第 19 天 。 

消化 系统 中 ， 第 16 天 的 舌 复 层 上 皮 细 胞 呈 强 阳性 ， 味 董 为 阴性 反应 〈 图 版 I 4, 
5) 。 第 17 一 18 天 ， 一 部 分 胃 粘 膜 上 皮 向 胃 腔 内 突出 ， 形 成 较 小 的 突起 ， 为 胃 腺 型 上 
皮 ， 上 皮 细 胞 旦 EGFR 阳性 (图 版 1T: 6)， 胃 少 部 分 粘膜 区 域 为 扁平 的 复 层 食管 型 上 
皮 ， 是 胃 的 非 腺 体 部 ， 旦 阴性 反应 。 第 18 天 ， 胃 壁 加 有 膜 内 的 某 些 腺 上 皮 细 胞 也 星 较 强 
的 阳性 ， 胃 上 皮 皱 层 更 深 更 明显 。 十 二 指 肠 粘膜 上 皮 仅 在 第 17,.5 一 18,5 天 阅 呈 阳性 反应 

(图 版 1 :7 、8) 。 第 15.5 一 16 天 ， 直 肠 粘 膜 上 皮 细胞 增殖 ， 形 成 伸 向 肠 腔 的 不 规则 
突起 ， 几 乎 充满 了 整个 肠 腔 ， 上 皮 细 胞 呈 强 阳性 。 第 15 天 的 肛 管 粘膜 上 皮 为 复 层 柱 状 上 
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Tab. 7 Localization of EGFR immunostaining cells during 


development of mouse fetus 
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È: +++, 表示 不 同 强度 的 绽 光 反应 ; 一 :表示 阴性 。 


E (ERI: 10. 11) Boa. 肝 细 胞 在 第 14.5 一 19 天 间 一 直 有 和 较 弱 的 阳性 (图 版 
E: 12) ， 且 反应 强度 堕胎 龄 增 大 而 缓慢 地 增 温 。 

在 胚胎 发 育 不 同时 期 ， 还 看 到 若干 组 织 呈 阳 性 反应 。 膀 胱 粘膜 变 移 上 皮 在 第 15.5 一 
16 天 间 呈 强 阳性 (图 版 1; 13) 。 第 15 天 的 眼 险 原 基 〈 图 版 I : 14) BE AM 
光 。 第 15.5 天 鼠 肥 腺 垂体 上 皮 细 胞 、 舌 下 腺 腺 泡 细 胞 、 肾 上 腺 艇 质 、 附 属 腺 的 上 皮 细 胞 
FIE EGFR 阳性 ， 第 16 天 的 附属 腺 上 皮 细 胞 呈 强 阳性 。 此 外 ， OBR ee 含 血 
管 的 疏 窗 结缔 组 织 中 的 成 纤维 细胞 呈 阳 性 。 第 18.5 天 和 19 天 呈 加 团 状 的 胰腺 胰岛 细胞 、 
颌 下 腺 腺 上 皮 细 胞 和 导管 上 皮 细 胞 显示 EGFR 阳性 。 降 主动 脉 内 皮 仅 在 第 18.5 RAR 
强 的 阳性 反应 (图 版 T，15)。 


a 论 

1, 上 述 结果 发 现 , 和 鼠 胚 发 育 过 程 中 ,阳性 细胞 可 以 分 为 两 类 。 一 类 细胞 的 EGFR H 
性 染色 一 旦 出 现 ， 就 一 直 保 持 到 桨 近 出 生 ， 这 类 细胞 的 分 裂 分 化 活动 也 往往 持续 到 出 
生 ， 邵 肝 细 胞 和 鼻 烙 膜 上 皮 细 胞 。 有 上 胚胎 第 15 一 18 天 为 肝 细 胞 机 能 分 化 期 ， 肝 细胞 的 各 种 
酶 产生 其 多 ， 出 生 后 第 1 一 14 天 才 为 肝 细 胞 成 熟 分 化 期 ， 肝 小 叶 结 构 分 化 完成 ， 形 态 与 
机 能 均 相 似 于 成 年 水 平 《 俞 慧 珠 等 ，1985)， 提 示 肝 细胞 EGFR 较 高 活性 与 肝 细 胞 机 能 
分 化 有 平行 关系 。 第 14.5 天 鼠 胚 的 鼻 粘 膜 上 皮 细 胞 呈 复 层 上 皮 ， 随 后 上 皮 细 胞 分 化 ， 细 
胞 层 数 逐 渐 减 少 ， 但 细胞 膜 始 终 存 在 了 ccFR， 证 明正 4zFR 不 仅 与 胚 脸 细胞 的 分 裂 增殖 有 
关 ， 还 和 细胞 的 分 化 有 关 ， 这 与 Adamson 的 报道 是 一 致 的 。 第 二 类 细胞 的 EGER 可 能 
在 胚胎 发 育 的 某 一 阶段 表达 ， 继 而 减少 或 消失 ， 本 法 难以 检 出 ， 如 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 和 
膀胱 变 称 上 皮 细 胞 等 。 

2. 作 者 发 现 ， = EGFR 阳性 的 消化 管 上 皮 细 胞 的 出 现 不 显示 出 头 尾 顺 序 ， 而 是 按 


MI et s 四 


372 ys 特 学 研究 13% 


肛 管 > 直肠 一 胃 ~> 十 二 指 肠 的 顺序 ， 并 且 是 在 这 些 消化 道 的 粘膜 上 皮 细 胞 正 处 于 分 裂 增 
殖 成 为 复 层 上 皮 时 出 现 。 由 此 推测 ， 胚 胎 消 化 道 各 段 上 皮 细 胞 发 育 分 化 的 时 间 先 后 为 肛 
管 一 直肠 一 胃 -> 十 二 指 肠 ， 这 与 胚胎 学 的 研究 相符 合 〈 俞 慧 珠 等 ，1985)。 

3. Adamson 等 发 现在 第 15 一 19 天 间 的 小 筷 胚胎 肝 的 EGFR 数目 增加 7 人 悦 ， 第 19 天 
胚 痊 的 EGFR 活性 主要 集中 在 肝脏 。 本 文 的 结果 与 之 不 同 ， 在 14.5 一 19 天 ， 凸 胎 肝 旦 较 
弱 的 EGFR 阳性 ， 但 反应 强度 随 鼠 是 发 育 而 稍 增 强 ， 与 消化 管 粘膜 上 皮 相 比 ， 线 色 反 应 
BREE, 这 可 能 是 Adamson 等 用 胚胎 肝 的 细胞 膜 制品 进行 实验 ， 细胞 膜 的 受 体 蛋白 
浓度 大 大 高 于 冰冻 切片 ， 其 EGFR 反应 活性 也 就 明显 。 

4, 小 鼠 胚 渝 学 研究 表明 ， 第 14.5 天 起 ， 眼 险 原 基 开 始 发 育 (MAR, 1985) 。 作 
者 观察 到 第 15 天 时 了 眼 输 原 基 呈 强 荣光 反应 ， 表 明报 瞪 原 基 揭 发 育 是 通过 EGFE 与 EGFR 作 
用 而 实现 的 。 

5. 一 般 每 一 个 时 期 用 于 实验 的 自古 为 3 一 4 个， 但 有 一 些 器 官 的 体积 很 小 ， 如 一 些 
BA, 作者 只 在 某 一 时 期 的 整 有 是 冰冻 切片 中 发 现 它们 有 EGFR 阳性 反应 ， 未 能 连续 追 
了 研究 其 在 胚胎 发 育 中 的 表达 ， 这 有 待 于 通过 方法 学 的 改进 ， 再 作 深 入 的 研究 。 


版 说 明 
1. 忌 卫 第 16 天 直 秘 粘膜 上 皮 为 EGE 及 卫 性 细 胸 ， 细 胞 惠 呈 明亮 的 区 光 ， 细 胞 质 和 细胞 核 为 阴性 反应 。x2610 
2.14 SRE LER IY, x 400 
3 示 图 2 WHH-E.R RB, x 260 
4B RRIGKRERE LEAR REGFRAERW, RESRERM, x 630 
B.A4HPAWH.E.PH, RRBARARREBR, x250 
6C.REBSITARWRLREGFRARRY, x 400 
TRER tP LEAMH. E. Re, x 100 n 
8 是 了 切片 部 分 放大 ， 十 二 指 肠 上 皮 细 网 昌 EEGFR 阳 性 反应 。 x 400 
9. 对 所 试验 ， 世 是 第 15 天 肛 管 粘膜 上 皮 呈 了 明 性 反应 。Xx1010 
10. RAR SISKALA EM E EMRE HERE, x100 
TLR HA, RIE I, x 630 
12.58 MEE HIS SRF AM SBEGFRMERM, x 250 
13.3k MIE IS SAB RMRES LRA SPAR, x 250 
14.0 SISK RR REGFRAHRI, x 630 
15. PE AG 5 18.0 EE EK PS PE ee, x 250 
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IMMUNOFLUORESCENT LOCALIZATION OF EPIDERMAL 
GROWTH FACTOR RECEPTOR DURING 
DEVELOPMENT OF MOUSE FETUS 
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Using indirect immunofluorescent method, we have studied the localization 
of epidermal growth factor receptor (EGFR) in mouse fetus. Specific fluores- 
cent was found on the cell membrane of various tissues at the different deve- 
lopment stages of mouse fetus, such as the nasal mucous membrane epithelial 
cells in the 14。5th to 19th days, the glossal epithelial cells on day 16, the 
vascular epithelial cells of aorta descendens on day 18.5,the stomachal mucous 
membrane epithelium between the 17th and 18th days, the duodenal epithelial 
cells between days 17.5 and 18, the rectal mucous membrane epithelial cells 
and the vesical transitional epithelium between the 15.5th and 16th days and 
in the hepatic cells in the 14,5th to 19th days, EGFR positive cells were 
also observed in the anal tube, primodium of eye lid, adenohypophysial glandular 
epithelium, sublingual gland, adrenal medulla, ovarial medulla, submaxillary 
gland, glandula arcessoria and pancreas islet cells. 

Key words, Epidermal growth factor receptor, Mouse development, Indirect 


immunofluorescent method 
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陈 轶 玉 等 : 小 鼠 胚 胎 发 育 过 程 中 表皮 生长 因子 受 体 的 免疫 荧光 定位 研究 


Chen Yiyu et al.: Immunofluorescent localization of epidermal growth factor 


receptor during development of mouse fetus 
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(图 版 说 明 在 正文 内 ) 





